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巴戟天水提取物对大鼠精索静脉曲张所致睾丸组织细胞凋亡的抑制作用
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［摘　要］　目的　分析巴戟天水提取物对精索静脉曲张（ＶＣ）大鼠睾丸组织Ｌｉｖｉｎ和Ｓｍａｃ的表达及意义。方法　选取３０只
雄性ＳＤ大鼠分为假手术组、模型组和观察组，每组１０只。模型组及观察组构建精索静脉曲张（ＶＣ）模型，假手术组不做结扎；假手
术组采用生理盐水干预，模型组造模后生理盐水灌胃，观察组造模后巴戟天水提取物灌胃；术前及术后称重，术后检测大鼠睾丸及

附睾指数；取出左侧睾丸检测切片中Ｌｉｖｉｎ、Ｓｍａｃ表达情况及细胞凋亡情况。结果　造模前及造模后３组大鼠体质量检测结果差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；大鼠睾丸指数及附睾指数，观察组均显著高于模型组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），但观察组与假手术
组差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；大鼠睾丸组织凋亡指数，观察组显著低于模型组，且模型组显著高于假手术组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；大鼠睾丸组织 Ｌｉｖｉｎ阳性细胞率及平均光密度，观察组均显著高于模型组，且显著低于假手术组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；大鼠睾丸组织Ｓｍａｃ阳性细胞率及平均光密度，观察组均显著低于模型组，且显著低于假手术组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。结论　采用巴戟天水提取物对ＶＣＳＤ大鼠干预后，可有效改善大鼠睾丸组织Ｌｉｖｉｎ和Ｓｍａｃ表达。
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　　精索静脉曲张（ｖａｒｉｃｏｃｅｌｅ，ＶＣ）是临床中较为常见
的导致男性不育的疾病，且多发生在左侧。青春期

是静脉曲张好发时期，对男性生殖功能影响较大［１］。

ＶＣ是多由静脉瓣功能受损及静脉血液回流受阻导致
的蔓状静脉丛扩张及迂曲现象［２］。临床主要通过手

术治疗，可显著改善精液质量及精子活力，但其疗效常

无法令人满意［３］。在采用保守治疗时发现，中成药可

有效促进精子活力，提高精子质量，具有明显优势［４］。
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中药巴戟天属茜草科植物干燥根，其味甘辛、性微温、

经肝经，具有抗抑郁、抗炎、增强免疫、抗衰老等功

能［５］。传统中医理论认为，肾气旺盛、肾精充足，生殖

功能维持正常，而肾气亏虚、肾精不足，其生殖功能常

呈现明显异常，因而中医学认为人体生殖功能，取决于

肾气及肾精盛衰。Ｌｉｖｉｎ和Ｓｍａｃ是细胞内重要的凋亡
调节因子，是对细胞凋亡研究较为常见的指标。目前巴

戟天水提取物对ＶＣ的治疗作用机制鲜有报道，因而本
研究采用ＶＣ大鼠作为研究对象，分析巴戟天水提取物
对ＶＣ大鼠睾丸组织Ｌｉｖｉｎ和Ｓｍａｃ的表达及意义，为该
药的进一步开发提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
选取３０只６～８周 ＳＰＦ级雄性 ＳＤ大鼠（上海斯

莱克实验动物有限责任公司），体质量１８０～３００ｇ。大
鼠均采用普通饲料喂养，自由摄食及饮水，饲养环境温

度２０～２２℃。所用抗体均购自ＣＳＴ，所用试剂盒购自
南京福麦斯生物科技有限公司。

１．２　实验分组
将所有大鼠依照体质量编号，并采用随机信封法

将其分为假手术组、模型组和观察组，每组１０只。假
手术组大鼠不行左侧肾静脉结扎，仅分离精索静脉后

关闭腹腔；模型组大鼠行左侧静脉部分结扎，术后４周
每天固定时间点用１ｍＬ生理盐水灌胃，不给药，常规
饲养持续４周；观察组大鼠造模４周后每天固定时间
点用３００ｍｇ／ｋｇ巴戟天水提取物灌胃，常规饲养４周。
１．３　给药剂量及模型制备

采用经典公式计算给药剂量，成人巴戟天用药量

为２５０ｍｇ／ｋｇ，水提取物占比 ２０％，依照等效剂量的
６．２５倍计算，ＳＤ大鼠给药用量为６．２５×２５０×２０％ ＝
３００ｍｇ／ｋｇ。

所有ＳＤ大鼠均采用５％水合氯醛腹腔麻醉，构建
ＶＣ模型，于精索内静脉汇入肾静脉近侧平行放置头皮
针（０．７ｍｍ），使用４号丝线将头皮针与肾静脉结扎，
后小心取出头皮针，造成肾静脉局部狭窄；假手术组仅

游离左肾静脉但不行结扎术。以双侧肾体积相似但左

侧精索静脉明显曲张以上则记为建模成功。

１．４　标本采集及检测
在手术前及结束后称重，手术给药结束后过量麻

醉处死大鼠，取睾丸及附睾组织称重，检测大鼠睾丸及

附睾指数，取出大鼠左侧睾丸，生理盐水冲洗，使用甲

醛固定，并制备石蜡切片。采用免疫组化法检测切片

中Ｌｉｖｉｎ、Ｓｍａｃ、Ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃａｓｐａｓｅ９表达情况，所有

操作均严格遵照ＳＰ试剂盒说明书进行，在检测时若细
胞呈棕黄色则判定为阳性，计算蛋白表达平均光密度

值及阳性细胞百分率［６］。采用原位脱氧核苷酸转移

酶介导缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）检测细胞凋亡情
况［６］。严格遵照试剂盒说明书进行操作，光镜下检测

时若细胞核呈现黄色则记为凋亡阳性细胞，颗粒固缩，

凝集于细胞核膜下，核膜呈圆形、月牙形斑块状、椭圆

形，１０倍视野下检查每张切片，最高倍视野凋亡细胞
数计数，并计算凋亡指数。

１．５　统计学方法
使用 ＳＰＳＳ２０．０行统计学分析，计量资料以均

值±标准差（ｘ±ｓ）表示，后行 ｔ检验分析两组间数据
差异，采用方差检验分析多组间数据资料差异，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组大鼠体质量比较
造模前及造模后３组大鼠体质量检测结果差异无

统计学意义（Ｆ＝１．８９３，Ｐ＞０．０５；Ｆ＝２．０１２，Ｐ＞０．０５），
见表１。

表１　３组大鼠体质量检测比较（ｎ＝１０，ｇ）

组别 造模前 造模后

假手术组 ２２８．４７±１９．３８ ４０２．３８±１８．３９

模型组 ２３１．８３±２０．９１ ４０３．９１±２０．７４

观察组 ２３０．８３±１８．８３ ４０２．４２±２０．５１

２．２　各组大鼠睾丸及附睾指数比较
经检测各组大鼠睾丸及附睾指数发现，观察组

大鼠睾丸指数及附睾指数均显著高于模型组，差异

有统计学意义（Ｆ＝５．３８２，Ｐ＜０．０５；Ｆ＝４．３９４，
Ｐ＜０．０５），但观察组及假手术组大鼠比较差异无统
计学意义（ｔ＝０．８４３，Ｐ＞０．０５；ｔ＝０．６７３，Ｐ＞０．０５），
见表２。
表２　３组大鼠睾丸及附睾指数检测比较（ｎ＝１０，×１０－３）

组别 附睾指数 睾丸指数

假手术组 ３．５３±０．３１ ８．７３±０．５２

模型组 ２．６３±０．２９ ７．４３±０．４３

观察组 ３．６７±０．３２ ８．８１±０．５３

２．３　各组大鼠睾丸组织凋亡指数比较
采用ＴＵＮＥＬ染色检测细胞凋亡情况，结果显示，

观察组大鼠睾丸组织生精细胞凋亡指数为（３．０１±
０．６２）％，低于模型组（１９．３７±１．２９）％，差异有统计
学意义（ｔ＝２７．４８２，Ｐ＜０．０５）；且模型组高于假手术
组（１．８３±０．５４）％，差异有统计学意义（ｔ＝３２．１９８，
Ｐ＜０．０５），见图１。

８８６ 局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１９，２８（９）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



ａ：假手术组；ｂ：模型组；ｃ：观察组
图１　Ｔｕｎｅｌ染色结果（×４０）

２．４　各组大鼠睾丸组织 Ｌｉｖｉｎ及 Ｓｍａｃ蛋白表达检测
结果

３组大鼠睾丸组织中Ｌｉｖｉｎ及 Ｓｍａｃ蛋白表达检测
结果显示，观察组大鼠睾丸组织Ｌｉｖｉｎ阳性细胞率及平
均光密度均显著高于模型组、低于假手术组；观察组大

鼠睾丸组织 Ｓｍａｃ、Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９阳性细胞率及
平均光密度均低于模型组、高于假手术组，以上差异均

具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表３。

表３　３组大鼠睾丸组织Ｌｉｖｉｎ及Ｓｍａｃ蛋白表达检测结果（ｘ±ｓ，ｎ＝１０）

组别
阳性细胞率（％）

Ｌｉｖｉｎ Ｓｍａｃ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ９
平均光密度（Ｄ）

Ｌｉｖｉｎ Ｓｍａｃ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ９
假手术组 ６０．８３±４．９２ ２２．６３±３．３７ １３．２８±２．１９ ２１．０３±４．８２ １６５．３８±８．２９ １２７．３７±４．９２ １０２．８７±１０．９３ １１０．８３±９．８４
模型组 １９．３８±２．４７ ５２．３１±４．０１ ４９．５８±３．２８ ６７．４３±９．３４ １３４．２８±６．９３ １５４．９３±８．２３ １６１．２３±１２．８４ １６９．２７±１０．３９
观察组 ５０．１２±３．９２ ２７．９１±３．１９ ２０．３９±４．１２ ３０．９２±６．４３ １５６．９４±７．９１ １３２．９３±４．６２ １２１．８２±１１．２９ １２８．４６±１１．７４
Ｆ １０．３８２ ３１．２８９ ２９．３８１ ３１．２８２ ８．９５２ １２．３８１ １８．２９３ ２１．２８３
Ｐ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００ ０．０００

３　讨论

ＶＣ是较为常见的泌尿系统疾病，也是导致青壮年
男性不育的主要疾病之一［７］。ＶＣ常引起睾丸组织微
动脉异常。有研究发现，ＶＣ使精索静脉血液返流，导
致睾丸组织中５ＨＴ异常聚集，引发睾丸内微动脉剧
烈收缩，引起空泡样变性及间质细胞水肿，且纤维组织

逐渐取代间质细胞，从而出现间质纤维化，抑制雄激素

合成，影响患者生精功能 ，因而ＶＣ可能损伤青春期男
性生精功能，使精子畸变，并损伤其生殖系统［８］。有

学者采用结扎左肾静脉建立实验性 ＶＣ大鼠模型，使
该模型大鼠睾丸组织病理损伤以阻滞精子发生、生精

上皮退化、精曲小管萎缩及生精细胞脱落［９］。本研究

即采用该方法成功构建ＶＣ动物模型。
一般情况下，器官指数指动物器官重量与体重比

值。生理条件下，动物各个器官指数相对恒定，波动范

围很小［１０］。而在病理条件下，常会引起器官重量变化

进而导致器官指数出现大范围波动，若水肿、充血及肥

大增生多表现为器官指数增大；而当器官出现退行性

改变甚至萎缩时则器官指数减小［１１］。因此某种程度

上可选择器官指数作为评估器官损伤的指标之一。本

研究显示，采用巴戟天水提取物灌胃后可有效改善ＶＣ
模型大鼠的附睾指数及睾丸指数，提示巴戟天水提物

可有效改善ＶＣ大鼠睾丸及附睾组织功能，避免其出
现退行性改变或萎缩。巴戟天水提物具有良好的温肾

阳的作用，且可有效地强筋健骨、去湿驱寒。ＶＣ属于
血管病变，其主要表现为精索内蔓状静脉丛异常伸长、

扩张、迂曲，治疗无效则可能导致睾丸功能减退，而采

用巴戟天水提物对 ＶＣ动物模型干预后显著改善了
ＶＣ大鼠睾丸功能，可能是通过改善血液流动情况，增
强精索静脉管壁及周围组织的厚度，改善精索静脉回

流，进而提高疗效。

多项临床研究证实，Ｌｉｖｉｎ是机体内重要的细胞凋
亡抑制因子，含有一个 ＲＩＮＧ结构和 ＢＩＲ结构［１２］。主

要通过其ＢＩＲ区与Ｃａｓｐａｓｅ结合，抑制Ｃａｓｐａｓｅ酶的活
性，导致 Ｃａｓｐａｓｅｓ蛋白的失活和降解，尤其是抑制
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的活性，从而起到抑制细胞凋亡
的作用。ＲＩＮＧ结构具有与 Ｅ３泛素连接酶相同的活
性，ＢＩＲ结构可与线粒体源性激活半胱天冬酶集合关
键部位，也是与抑制凋亡蛋白酶 Ｃａｓｐａｓｅ的关键位
点［１３］。有研究显示，Ｌｉｖｉｎ在人正常组织中的表达分
布及亚细胞分布的研究结果差异较大。Ｌｉｖｉｎ基因在
妊娠晚期胎盘中Ｌｉｖｉｎ蛋白量高表达显著增高，表达较
高的组织有心、肺、卵巢等，在健康成人的大多数终末

分化组织中低表达或不表达［１４］。另有研究指出，在人

睾丸组织中Ｌｉｖｉｎ有一定程度表达，但在睾丸性不育症
患者生精细胞中表达显著降低；Ｌｉｖｉｎ在浅表性膀胱
癌、胃肠道肿瘤等多种恶性肿瘤组织中呈高表达，这与

其抑制肿瘤细胞的凋亡有着密切关系，说明在不同的

疾病中Ｌｉｖｉｎ的作用存在差异［１５１６］。Ｓｍａｃ是人体内重
要的内源性线粒体蛋白，其并不会诱导正常细胞凋亡，

受到刺激后释放到细胞质中，主要通过与ＩＡＰｓ特异性
结合提高Ｃａｓｐａｓｅ活性，促进细胞凋亡［１７］。Ｃａｓｐａｓｅ家
族是执行细胞凋亡的蛋白酶家族，是细胞在各种死亡

信号刺激后发生的一系列级联激活效应，其中

Ｃａｓｐａｓｅ３是凋亡的关键蛋白酶，活化后通过酶灭活凋
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亡抑制物、酶解细胞外基质、裂解 ＤＮＡ修复相关因子
３种机制使细胞裂解；Ｃａｓｐａｓｅ９是 Ｃａｓｐａｓｅ家族中的
促凋亡因子之一，主要参与细胞凋亡的线粒体途径，能

激活下游的 Ｃａｓｐａｓｅ酶原引起级联反应，增强了酶原
的自活化和 Ｃａｓｐａｓｅ３诱导的细胞凋亡过程。本研究
结果显示，观察组大鼠睾丸组织Ｌｉｖｉｎ水平显著高于模
型组，Ｓｍａｃ、Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９水平显著低于模型
组，与上述研究结果基本一致［１４１７］。

巴戟天是应用较广的传统壮阳补肾类药物，其主

要化学成分是蒽醌类、糖类、脂类、甾体化合物、环烯醚

萜苷类及微量元素，可有效促进雄性生殖功能，增加垂

体及大鼠睾丸重量，促进垂体分泌，增加精子活力及数

量，降低精子畸形率［１８２１］。本研究结果表明，采用巴

戟天水提取物对 ＶＣ模型组大鼠干预后，可有效调剂
睾丸组织Ｌｉｖｉｎ水平与 Ｓｍａｃ水平，纠正睾丸正常组织
过度凋亡，提高活性，提示巴戟天水提取物可有效改善

精索静脉曲张睾丸组织中细胞凋亡及增殖活性，进而

起到治疗效果，具有一定的应用潜力。进一步分析发

现，巴戟天水提取物内含有的七叶皂苷、黄酮类药物与

该作用密切相关。巴戟天中的七叶皂苷类成分可有效

起到保护静脉壁胶原纤维和抗渗出、抗炎作用，并可实

现逐步改善甚至恢复静脉血管管壁的收缩功能及弹性

功能，有效降低静脉压的同时能显著提高静脉血液回

流速度。而巴戟天中的黄酮类成分可有效起到抗氧化

及抗炎作用，显著提高静脉张力，提高淋巴回流速度的

同时降低血管通透性，减轻ＶＣ大鼠的水肿状态，进而
改善体内细胞凋亡。

综上所述，采用巴戟天水提取物对 ＶＣ大鼠干预
后，可有效改善大鼠睾丸组织 Ｌｉｖｉｎ和 Ｓｍａｃ表达。但
本次研究并未对巴戟天水提取物的具体作用机制进行

分析，有待后续深入研究。
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